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略号表 
ACTH: adrenocorticotropic hormone（副腎皮質刺激ホルモン） 
Ala: alanine（アラニン） 
Ang: angiotensin（アンジオテンシン） 
Arg: arginine（アルギニン） 
Asn: asparagine（アスパラギン） 
Asp: aspartic acid（アスパラギン酸） 
CuSO4・5H2O: copper(II) sulphate pentahydrate（硫酸銅五水和物） 
Cys: cysteine（システイン） 
DHB: 2,5-dihydroxybenzoic acid（2,5-ジヒドロキシ安息香酸） 
DTT: dithiothreitol（ジチオスレイトール） 
Gln: glutamine（グルタミン） 
Glu: glutamic acid（グルタミン酸） 
HCl: hydrogen chloride（塩酸） 
His: histidine（ヒスチジン） 
HNE: 4-hydroxy-2(E)-nonenal（4-ヒドロキシ-2(E)-ノネナール） 
H2O2: hydrogen peroxide（ハイドロゲンペルオキシド） 
HSA: human serum albumin（ヒト血清アルブミン） 
IAA: iodoacetamide（ヨードアセトアミド） 
IAE: immunoaffinity extraction（イムノアフィニティー抽出） 
Ins B: insulin chain B oxidized, bovine（ウシ、酸化型インスリン B鎖） 
IS: internal standard（内標準物質） 
KH2PO4: potassium dihydrogenphosphate（リン酸二水素カリウム） 
K2HPO4: dipotassium hydrogenphosphate（リン酸水素二カリウム） 
Lys: lysine（リジン） 
  
MALDI: matrix-assisted laser desorption/ionization 
（マトリクス支援レーザー脱離イオン化） 
Met: methionine（メチオニン） 
MS: mass spectrometry（質量分析法） 
m/z: mass-to-charge ratio（質量電荷比） 
NaOH: sodium hydroxide（水酸化ナトリウム） 
NH4HCO3: ammonium bicarbonate（重炭酸アンモニウム） 
ONOO-: peroxynitrite（ぺルオキシナイトライト） 
PMF: peptide mass fingerprinting 
（ペプチドマスフィンガープリンティング） 
Pro: proline（プロリン） 
S/N: signal-to-noise ratio（シグナル‐ノイズ比） 
TFA: trifluoroacetic acid（トリフルオロ酢酸） 
TOF/MS: time-of-flight mass spectrometry（飛行時間型質量分析法） 
Trp: tryptophan（トリプトファン） 
Tyr: tyrosine（チロシン） 
V8: endoproteinase Glu-C, staphylococcus aureus V8  
（エンドプロテイナーゼ Glu-C, V8プロテアーゼ） 
Val: valine（バリン） 
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第一節 序 
 
化学的ストレスは、体の内因性あるいは外因性の化学物質等により、生体に
負荷のかかった状態である。化学的ストレス下では活性酸素、過酸化脂質等の
活性化学種により、タンパク質[1,2]や核酸[3]等の生体分子の修飾、さらには細胞
の傷害[4]も発生する場合がある。通常、これらに対してスーパーオキシドジスム
ターゼやグルタチオンといったスカベンジャーによる保護機構により生体の均
衡が保たれている[5]。しかし、疾患や老化、生活習慣の変化等による化学的スト
レスの増大がその均衡を崩し、生体機能に重大な影響を及ぼすことがある[6]（図
1）。そのため、生体の化学的ストレスを把握することは極めて重要な意義を有
している。今日では、臨床における病態や治療効果の客観的かつ正確な判定を
目的として、ゲノミクス[7]やプロテオミクス[8]に代表される最新の研究手法を駆
使して化学的ストレスを反映する病態バイオマーカーの探索も進められている。 
バイオマーカー探索に用いられる試料として、体液や組織が一般的である。
中でも血液は、試料採取の際の被験者への負担が組織に比べて小さいことから、
様々な臨床検査にも用いられている。また、タンパク質は選択的スプライシン
グや翻訳後修飾を受けることから、遺伝子よりも動的に身体の状態を反映して
いると考えられる。このため近年、血中のタンパク質を対象として、プロテオ
ミクスを応用したバイオマーカー探索が盛んに行われている。主なターゲット
とされているのは、ディーププロテオームと呼ばれる極微量のタンパク質群で
あり、これらの総量は血清タンパク質の総量の 1%にも満たない（図 2）。残り
の 99%以上を占めているのは、わずか 22種類の良く知られた血清主要タンパク
質である。一方、ディーププロテオームには同定されるだけでも 4500種類以上
のタンパク質が存在し[9]、さらに多くの未同定タンパク質が存在する可能性があ
る。しかし、極めて多様なタンパク質が極微量にしか存在しないため、最新の
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技術と装置を持ってしても解析は困難を極めている。 
化学的ストレスによりタンパク質のアミノ酸側鎖が様々な非酵素的翻訳後修
飾、すなわち化学修飾を受ける。例えば、過酸化水素 (H2O2) のラジカル開裂
や、CuII の触媒作用による開裂によりスーパーオキシド、ヒドロキシラジカル
等の活性酸素種が発生する[10]。これら活性酸素種は主にメチオニン (Met)、ト
リプトファン (Trp)、ヒスチジン (His) 側鎖を酸化する[10-12]。また、グルコー
スはリジン (Lys) 側鎖のアミノ基やアルギニン (Arg) 側鎖のグアニジノ基と
糖付加体を形成し[13-15]、脂質過酸化物である 4-ヒドロキシ-2(E)-ノネナール 
(HNE) は、Lys、His、システイン (Cys) 求核性アミノ酸側鎖へマイケル付加
やシッフ塩基の形成により結合する[16]。活性窒素種に分類されるペルオキシナ
イトライト (ONOO-) は主にチロシン (Tyr) 側鎖の 3位をニトロ化する[17]。こ
れらの化学修飾は、Tyrリン酸化の様な酵素的翻訳後修飾とは異なり、活性化学
種の曝露量に依存して起こると考えられる。このため、化学修飾を網羅的に解
析することが、化学的ストレスやそれらに関連する疾患・健康状態を反映した
バイオマーカー発見に繋がる。こうした背景から、当研究室では、この様な化
学修飾の網羅的な解析手法『化学修飾オミクス』の概念を提唱し、研究を進め
てきた[18-20]。 
従来の翻訳後修飾解析では、特定の修飾に特異的な濃縮法や検出法を用い、
検出した修飾タンパク質を同定する方法がとられる[21]。これに対して、化学修
飾オミクスは全タンパク質から特定のタンパク質をターゲットとし、その全て
の化学修飾を網羅的に解析する手法である点で大きく異なる。この化学修飾オ
ミクスに基づくバイオマーカー探索では、種々の化学種と反応する確率の高い
高濃度なタンパク質がターゲットに適しており、血中で高濃度に存在する主要
タンパク質はその代表格である。通常こうした主要タンパク質は測定妨害物質
として扱われ、プロテオーム解析の対象とはならない。それゆえ、化学修飾に
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関する解析も未だ不十分であり、バイオマーカー探索の余地が多大に残されて
いる。 
血清タンパク質の約 6 割を占めるヒト血清アルブミン (HSA) は、分子量 66 
kDa のタンパク質である[22]。血液の浸透圧調節、薬物・脂肪酸・金属等との結
合や輸送等、多彩な生理機能を有し、生物学的半減期は約 20日である。585ア
ミノ酸残基からなり、化学修飾の標的となり易い塩基性アミノ酸残基を多数含
む。Lys残基を 59、Arg残基を 24、His残基を 16有する。また、35の Cys残
基の内、唯一ジスルフィド結合を形成していない Cys34が存在する。中長期の血
糖マーカーとして臨床で利用されている[23,24]糖付加アルブミンは、主に Lys525
へグルコースが付加した化学修飾体である。また、Cys34の遊離スルフィドリル
基にシステインやグルタチオン等の結合した『酸化型』アルブミンも血中に存
在する[25,26]。バイオマーカーとして有用なこれらの化学修飾 HSA が知られてい
る一方で、その他の化学修飾に関する情報は乏しい。 
そこで本研究では、化学修飾オミクスに基づく新たなバイオマーカー探索の
方向性を開くべく、質量分析法 (MS) を基盤に HSAをターゲットとした網羅的
な化学修飾解析の手法を構築し、評価した。まず第二節では、網羅的な化学修
飾解析には不可欠となる HSA の全アミノ酸配列を網羅可能な消化ペプチドの
検出を目的とし、切断特性の異なるタンパク質消化酵素と正／負イオン検出モ
ードを使用するHSA の全アミノ酸配列検出法を検討した。また、血漿から化学
修飾体も含めた全 HSA の選択的抽出を目的にポリクローナル抗体を活用した
群特異的抽出について検討した。次いで第三節では、HSA に対する H2O2、グ
ルコース、HNE、ONOO-の反応性を検討し、モデル修飾体として酸化、糖化、
HNE、ニトロ化修飾 HSA を調製した。それを基に、修飾を受け易い部位を同
定し、重点的解析ターゲットペプチドを決定した。第四節では血中化学修飾 HSA
の検出を検討し、構築した手法を用い実試料の化学修飾解析を行った。 
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第二節 化学修飾 HSA検出法及び抽出法の検討 
 
従来の翻訳後修飾解析においては、酸化芳香族アミノ酸の蛍光検出や、酸化
チタンによるリン酸化ペプチドの選択的抽出の様に、特定の修飾に特異的な手
法が用いられてきた[21]。しかし、網羅的な修飾解析のためには、修飾の種類に
依存しない検出法や抽出法を用いた解析法を構築する必要がある。近年、タン
パク質研究に繁用されている MS では、MALDI 法や ESI 法等、極めてソフト
なイオン化法が用いられる。これらの方法は、修飾部位を分解させずに検出す
る上でも有利である。ペプチドマスフィンガープリンティング (PMF) 法[27]は、
MSを用いたタンパク質同定法であり、専らマトリクス支援レーザー脱離イオン
化 (MALDI)-飛行時間型質量分析法 (TOF/MS) で用いられる。ここでは本手法
の化学修飾 HSAの網羅的解析法への応用を検討した（図 3）。PMF法では、タ
ンパク質を酵素消化したペプチド断片を MS で測定する。その結果をタンパク
質データベースの理論的データと比較すると、ペプチド質量パターンを基とし
たタンパク質同定が可能となる。この手法を基にして、以下の化学修飾解析法
を考察した。まず、血中から選択的に抽出した HSAを酵素消化に付し、得られ
たペプチド断片をMSで測定する。修飾ペプチドはデータベース検索によって、
未修飾ペプチドとの質量差から判別可能となる。なお、ジスルフィド結合 17ヵ
所を含むHSAに対し高い配列カバー率を得るために、酵素消化時の還元アルキ
ル化が必要と考えられる。これにより、Cys残基の酸化修飾情報が失われるが、
スルフェン酸化等可逆的で不安定な修飾は汎用的なバイオマーカーとして利用
困難であり、定量的評価も難しい。このため、バイオマーカー探索の観点から
は、Cys残基の酸化修飾情報よりも解析時の配列カバー率の向上が重要である。
そこで本節では、MALDI-TOF/MS における正／負イオン検出モードの併用及
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び複数の消化酵素の併用による HSA全アミノ酸配列の検出を検討した。さらに、
修飾の有無に関わらず HSAのみを精製可能な選択的抽出を検討した。 
HSA上の化学修飾を漏れなく検出するためには、全アミノ酸残基をカバーす
るペプチド断片の検出、すなわち全配列検出が不可欠となる。HSAをトリプシ
ンや Glu-C (V8) で消化すると、およそ 50種類以上のペプチド断片となる。検
出されない断片があると、それに相当する部位の化学修飾情報が得られない。
一般に全配列検出が困難[28]とされる理由は、正イオンを生成しにくいペプチド
を含むことと、4アミノ酸残基程度までの短いペプチドをMSで検出困難である
ことである。 
正イオン化しにくいペプチドは、塩基性アミノ酸残基が少ない等、むしろ負
イオン化に適した特性を持つ可能性がある。先に、当研究室では負イオン検出
モードを活用したタンパク質同定率の向上を検討し、負イオン検出モードの併
用が配列カバー率の向上に有用であり、さらに HSAでも効果のあることを示し
た[29]。リン酸添加 2,5-ジヒドロキシ安息香酸がマトリクスとして正／負イオン
検出の両モードに共通して使用可能で、いずれにおいても良好なイオン生成能
を示すことも見出した。 
一方、MALDI法では、マトリクスやそのクラスターイオン等が低質量域に多
量に生成するため、m/z 600以下の短いペプチド断片の検出が困難になる。また、
試料調製時の脱塩操作等で、比較的疎水性の小さい短鎖のペプチドは無機塩等
と共に除かれることもある。この様な短鎖ペプチドの問題を回避するためには、
特異性の異なるプロテアーゼの相補的利用が有用だと考えられる（図 4）。例え
ば、酵素消化に繁用されるトリプシンは、弱塩基性条件下で Lys, Arg 残基の C
末側で切断する。ただし、修飾を受けたLys、Arg残基 のC末側とプロリン (Pro)
残基 の N 末側は切断せず、HSA の理論的切断箇所は 78 ヵ所となる。V8 は、
リン酸非存在条件下でグルタミン酸 (Glu) 残基の C末側で切断し、Pro残基の
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N末側は切断しない。V8による HSAの理論的切断箇所は 60ヵ所である。この
様な特異性の異なる酵素の併用により、一方の酵素では短い断片となる配列部
分を、他方では長いペプチド断片中に含めることもできる。そこでまず、市販
のHSAを用いて、そのトリプシン消化ペプチドを上記マトリクスを用いて分析
した。HSAを定法に従いトリプシン消化して得られたペプチドの配列カバー率
は、正イオンモードで全アミノ酸の 92%であった（図 5, 赤）。なお、検出され
なかった配列は、Gln196-Lys199、Ala210-Lys212、Asp314-Lys317、Tyr411-Lys413、
Asn429-Lys444、Val473-Lys475、Gln522-Lys524、His535-Lys545であった。負イオン
モードの配列カバー率は 88%（図 5, 青）であり、合計の配列カバー率は 94%
に達した。因みに、N末端に相当するテトラペプチドの DAHKは、短く高極性
のため検出されないと予想された。消化時間を調節して反応が完了しきらない
条件で行ったところ、Lys4の C末側で切断されていない Asp1-Lys20として N末
端ペプチドの検出に成功した。この様なペプチドの検出のため、データベース
検索において切断ミス数を最大 2 ヵ所に設定した。また、トリプシンは自己消
化によりキモトリプシン様の基質特異性を示す[30]。一部に同様の切断が見られ
たが、キモトリプシン様切断はわずかであり、解析に影響は無いと考えられた。
次に、V8を使用し、トリプシン消化と同様に不完全な消化条件を用いて分析し
た。データベース検索において切断ミス数を最大 2 ヵ所とした。HSA を V8 消
化して得られたペプチドの配列カバー率は、正イオン、負イオンモードでそれ
ぞれ 98%、86%であり、トリプシン消化物で検出されなかった 196-199 番目、
314-417番目、429-444番目、473-475番目、522-524番目、539-545番目の配
列を含むペプチドも検出された（図 5, 黄, 緑）。以上の結果、トリプシンまたは
V8消化物を正イオンあるいは負イオンモードで測定すると、単独の測定では検
出されたペプチドの配列カバー率は 86-98%であった。しかし、全ての測定結果
を組み合わせた配列カバー率は 100%となり、全アミノ酸配列に相当するデータ
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を取得可能になった。なお、両酵素のどちらでも短いペプチドとなると予想さ
れる配列部分があり、Lys 残基の C 末側を切断する Lys-C を用いることで適度
な長さの断片にできると考えられた。しかし、今回は 2 酵素の不完全な消化条
件を利用することにより全配列を検出することができたため、本酵素の使用は
不要であると考えられた。 
次いで、HSA の選択的抽出法を検討した。PMF と同様に、本法では試料精
製が極めて重要である。HSA以外のタンパク質・ペプチドが混入した場合、単
にマススペクトルが複雑になるだけでなく、修飾ペプチドの同定が困難となる
おそれもある。また、HSA抽出法が化学修飾 HSAに対する選択性が低い場合、
そもそも化学修飾解析は不可能である。そのため、HSA を特異性高く認識し、
HSA の化学修飾に寛容な抽出法が必要である。Cohn の低温エタノール抽出法
[31]は、低コストであるが工業的用途で、微量精製には適していない。他に、チ
バクロンブルー等の色素へのアフィニティーを利用した色素抽出法[32]、抗 HSA
抗体を用いたイムノアフィニティー抽出法 (IAE) [33]がある。色素抽出法はチバ
クロンブルーをカラムに充てんしたキットも市販される等簡便な方法であるが、
特異性が低く[34]、夾雑タンパク質の混入を避けられない。IAEでは多くの場合、
固定化抗HSA抗体が利用される。抗体は約 5アミノ酸残基以上のエピトープと
呼ばれる部位を認識する[35]ことから、特定のエピトープを持つ抗原タンパク質
を特異性高く認識し結合する。IAE では、より高い特異性を得るため認識部位
の単一なモノクローナル抗体を使用することが多い。しかし、化学修飾解析法
では、本来エピトープとなる部分に修飾がある場合に、抗体の認識を阻害する
可能性もある。そこで、認識部位の多様なポリクローナル抗体を用いて HSA認
識に対しては厳密に、しかし修飾認識に対しては寛容という、一見相反する要
件を同時に満たすことが可能である。すなわち、修飾によりあるエピトープの
構造が変化しても、他のエピトープを認識する抗体によって HSA を捕捉し、
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様々な修飾HSA群を一度に抽出可能になる。先に当研究室でアンジオテンシン
II 類縁体をモデルとしてこの群特異的抽出法を検討し、その有用性を明らかに
している[20]。 
本研究では、ディーププロテオーム解析用に HSA除去カラムとして市販され
ている Vivapure Anti-HSA Kitを用いた（図 6）。本来は HSAの選択的除去を
目的とした製品であるが、抽出カラムとしての利用を検討した。抽出操作は、
キットに付属する緩衝液中 HSAを抗体に捕捉、洗浄した後、グリシン／塩酸緩
衝液を用いてHSAを溶出した。最適化した条件で、血漿中濃度に調製した HSA
溶液 20 µL を抽出し、そのタンパク質濃度を、Bradford 法を用いて測定した。
全抽出液中には 0.48 mg proteinのタンパク質、すなわち HSA が含まれていた
（表 1）。添加した HSAの 60％を回収できており、後の解析に十分な量の HSA
が回収できていることを確認した。さらに、本カラムを用いたヒト血漿抽出物
をトリプシン消化後MALDI-TOF/MSで測定したところ、HSA標品と同様のマ
ススペクトルが得られた（図 7）。また、この測定結果から PMF法により HSA
の同定も可能であった。これらのことから、本法により血漿中から HSAを抽出
可能であることが確認された。抗体やカラムへの非特異的結合や、HSAとの相
互作用により、HSA以外のタンパク質が一緒に抽出されている可能性も考えら
れたが、マススペクトル上で夾雑タンパク質由来と考えられるピークは認めら
れなかった。さらに、トリプシンあるいは V8でそれぞれ酵素消化を行った抽出
液を MALDI-TOF/MS に付し、データベース検索の結果から可能性の高い 20
種類のヒトタンパク質を調べた。その結果、HSAのみがいずれの酵素を用いた
場合も共通して同定され、タンパク質の一致可能性を示すスコアは HSAで他の
タンパク質の 10倍以上となった（表 2、3）。夾雑タンパク質の混入を仮定した
場合、PMFにより混入したタンパク質が比較的高スコアで同定されるはずであ
る。しかし、両酵素の消化物から HSA以外に共通して同定されたタンパク質は
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無く、IAEによる HSAの選択的な抽出が確認された。 
以上、検出法と抽出法の検討により、課題であった全配列検出と選択的抽出
が可能となった。これにより、従来法では見過ごされてきた修飾部位の検出や、
複数種の修飾の同時解析も可能になる。上記の成果を踏まえ、次節では各種の
活性化学種を用いて、HSAに対する反応性と、バイオマーカー探索におけるタ
ーゲットペプチド候補を検討した。 
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第三節 HSAに対する活性化学種の反応性の検討と 
解析ターゲットペプチドの同定 
 
糖尿病や癌等の疾患、喫煙等の生活習慣により H2O2 [36]、グルコース[23]、HNE 
[37]、ONOO- [38]といった活性化学種が増加することがある。これに伴いタンパ
ク質の化学修飾の発現頻度も上昇すると考えられ、図 8 に示す様な修飾体が生
成すると推測される。酸化体では未修飾ペプチドに対して酸素原子一つ分の+16 
Da [39-41]（図 8, a, b, c）、糖化体では D-グルコースの脱水を伴縮合に伴う+162 Da 
[42]（図 8, d, e）、HNE付加体ではマイケル付加生成物の+156 Da [43]（図 8, f, g）、
ニトロ化体ではベンゼン環上のニトロ基置換に伴う+45 Da [44]（図 8, h）の質量
差をそれぞれ生じると予想される。これらの活性化学種の HSAに対する反応性
と被修飾部位を精査することで、バイオマーカー探索において重点的に解析す
べき部位を定め修飾体検出を容易にすることができる。そこで、各種活性化学
種を用いHSAとの反応性に検討を加えた。 
HSA標品を H2O2 （分子量 34.0）及び硫酸銅五水和物（分子量 249.7）／ア
スコルビン酸（分子量 176.0）、D-グルコース（分子量 180.2）、HNE（分子量
156.2）、ONOO-（分子量 62.0）との反応に付し、得られた酸化、糖化、HNE、
ニトロ化修飾 HSA を前節で確立した方法で解析した。各モデル修飾体調製は、
血液の pHを考慮しリン酸緩衝液 (pH7.4) 中で行い、HSA濃度は健常人の平均
的な血中濃度である 600 µMとした。各化学修飾 HSAの分析をした結果、酸化
部位を含むペプチドには活性化学種の種類によらず+16 Daの質量差が確認され
た（図 9、10, a）。糖化部位を含むペプチドは+162 Daの質量差を有していた（図
10, b）。また、糖化を受けたと考えられるいずれのペプチド配列中にもトリプシ
ン消化の阻害が見られた。これは修飾を受けた Lysと Argの C末側で酵素消化
の阻害が起きたためであり[14]、後の修飾部位の特定に用いた。HNE修飾部位を
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含むペプチドでは+156 Da（図 10, c）の他、シッフ塩基を形成したと考えられ
る質量差+138 Da のペプチドも検出された。ニトロ化部位を含むペプチドには
+45 Daの質量差が見られた（図 10, d）。さらに、MALDIによるイオン化の過
程でニトロ基が光分解し[45]、酸素原子一つが脱離した+29 Daの質量差を有した
ペプチドも検出された。これらのペプチドの質量と、化学修飾の反応機構から
既報を参考に修飾部位を決定した結果、過酸化水素による酸化修飾では、全て
のMet残基[12]及び Trp214 [10]の計 7ヵ所、銅による酸化修飾では 16ヵ所中 6ヵ
所のHis残基[10]の修飾が検出された（図 11）。同様に糖化修飾は 27ヵ所で検出
され、Arg218 [13-15]及び約半数の Lys 残基[13-15]への付加が認められた。HNE 修
飾はHis9 [16]、His67、His146、His247、His288、His440、His510の他ジスルフィド
結合を形成する Cys 残基[16]の一部の計 10 ヵ所で検出された。一方、ニトロ化
修飾は Tyr残基[17]のみの 5ヵ所で検出された。 
これらの部位を三次元構造モデル (Protein Data Bank Japan, 1BJ5)（図 12）
上にプロットすると、H2O2酸化及び糖化を受けた部位の多くは分子表面に露出
しているのに対して、CuII による酸化部位、HNE 修飾部位、ニトロ化部位は
分子内部に多い傾向にあった。この様な相違には、活性化学種との極性が大き
く影響していると考えられる。まず活性化学種の極性を考えると、H2O2、D-グ
ルコース、CuII、ONOO-は極性が高く、HNEは極性が低いと考えられる。一方、
タンパク質の安定構造は疎水性相互作用に影響を受けるため、一般に外側は高
極性、内側は低極性のアミノ酸残基に富む。つまり、Arg、Lysは外側に比較的
多く存在し、His は分子内外に同程度存在する[46]。このため、比較的高極性の
D-グルコースは親水的な環境にある外側のアミノ酸残基を修飾したと考えられ
る。同様に、低極性の HNE では分子内部の His 残基への修飾が見られる。そ
れに対し、CuIIは極性であるが、HSAの金属結合部位に含まれる His側鎖に結
合する[47]。これにより他の極性化学種に比べ分子内部の His 残基の酸化修飾が
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起き易いと考えられる。一方、Cys、Met、Tyr は内側に多い傾向がある。しか
し、HSAではジスルフィド結合等の要因により全てのMetが外側に露出してい
る。このため、比較的高極性の H2O2が Met に接近しやすくなったと考えられ
る。また、ONOO-も高極性であるが、同時に強い求核剤でもある。Tyr 側鎖の
ベンゼン環は求核置換反応のターゲットとなり易い。そのため、分子内部の Tyr
残基もニトロ化を受けたと考えられる。これらの修飾は、各修飾 HSAについて
個別に研究された報告もあるが[10-17]、今回明らかにされた修飾部位は、これま
で in vitroでも in vivoでも報告されていない部位も含まれていた（図11, 星印）。
この結果は、全配列を検出可能な解析法を確立したことにより、これまで見過
ごされてきた配列部分の修飾解析が可能となった結果であり、本法の有用性を
示す結果と考えられる。 
次に、活性化学種の HSAに対する反応性を調べるため、各種活性化学種の濃
度を変化させたところ、修飾を受けるアミノ酸残基が限定された。それぞれ最
も低い濃度の活性化学種による化学修飾反応の生成物ではMet329（m/z 1448.71、
V8）、His338（m/z 1483.84、トリプシン）の酸化、Lys525（m/z 1290.76、トリ
プシン）の糖化、His247（m/z 2242.95、トリプシン）の HNE修飾、及び Tyr138
（m/z 972.48、トリプシン）のニトロ化のみが確認された（図 13）。これらの残
基はHSA中で最も容易に修飾を受ける部位だと考えられる。すなわち、これら
の残基を含むペプチドは、血漿試料解析において重点的な解析対象となるター
ゲットペプチドになる。 
最後に、イムノアフィニティー抽出における化学修飾 HSAの抽出を確認する
ため、上記の各種修飾 HSAを用いて抽出を行った。その結果、抽出前後の試料
からはいずれも同様に各種修飾ペプチドが検出され、未修飾 HSAと同時に各種
修飾HSAも抽出可能であることが確認された。さらに、血漿成分の影響を調べ
るため等量の血漿に添加して抽出操作を行った結果、血漿中の化学修飾 HSAも
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同様に抽出可能であることが確認された（図 14、15）。 
そこで、次節では上記のターゲットペプチドを重点解析対象としてヒトの血
漿中HSAの化学修飾解析を行うこととした。 
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第四節 血漿中化学修飾 HSAの解析 
 
前節での検討により、修飾を受け易い部位を明らかにし、バイオマーカー候
補となるターゲットペプチドを決定した。これらの化学修飾 HSA は、健康な人
の血中 HSA にも存在する可能性がある。例えば、HSA 内の Lys の糖化は多く
の報告がある[13,14,23,24]。健康な成人でも10%のHSAに糖化が見られ、特にLys525
は全糖化部位の 3割を占めている[48]。糖尿病患者の血中では糖化 HSAが増加す
るため、既に中期の血糖指標として臨床でも用いられている。また、HSA配列
中唯一の Trp 残基はヒドロキシラジカルにより酸化を受けることが知られてい
る[49,50]。そこで、モデル実験で得られたターゲットペプチドを中心に血漿中の
HSA上の網羅的修飾解析を行った。 
まず、前節で調製した化学修飾 HSAを用いて予想される血中濃度の化学修飾
体を検出可能かを評価した。前節のモデル修飾体調製時に用いた各活性化学種
は、D-グルコースを除き血中濃度よりも高濃度である。そのため、実際の血中
の化学修飾体はモデル修飾体に比べて低比率で存在すると考えられる。そこで、
H2O2により全てのMetを酸化した酸化 HSAを用い、MALDI-TOF/MSで検出
可能な修飾率を検討した。ここでの修飾率とは、試料中の修飾体量を全 HSA量
で除した値である。HSA 標品に酸化 HSA を 0.1-50%の割合で混合し、本法を
適用した。その結果、Met548を含む未修飾のトリプシン消化ペプチドであるm/z 
1342.64 のペプチドと、その酸化体である m/z 1358.63 のペプチドは、修飾率
50%で同程度のピーク強度を示した（図 16, c）。この結果から、これらの酸化体
は未修飾体と同程度のイオン化効率を有すると考えられる。さらに、酸化体は
修飾率 0.2%相当の濃度においても検出可能であったが（図 16, i）、修飾率 0.1%
相当まで低下させると修飾体の検出は困難であった（図 16, j）。このことから、
同程度のイオン化効率であれば修飾率 0.2%以上で存在する修飾体を検出可能で
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あることが示唆された。因みに、健康な成人では血中の Lys525の糖化は全 HSA
の 3%程度であると言われている[48]。このことから、MALDI-TOF/MSの感度は
血中化学修飾体を十分に検出可能な感度であると考えられた。 
そこで、実際にヒトの血漿中 HSAの解析を行った。なお、血漿試料は健康な
成人 10名分の血漿を混合した市販のプール血漿を使用した。この混合血漿に対
して本法を適用し、酸化、糖化、HNE、ニトロ化修飾を対象として血漿抽出
HSA の解析結果をデータベース検索に付した。その結果、Lys525に糖化を受け
たペプチド（m/z 1290.67、トリプシン）（図 17）と、Trp214に酸化を受けたペ
プチド（m/z 689.37、トリプシン）（図 18）が検出された。一方、前節で決定し
た他のターゲットペプチドは検出されなかった。 
Lys525 糖化ペプチドは低濃度のグルコースにより生成したモデル修飾体解析
にも見られる糖化修飾探索のターゲットペプチドでもある。このことから、モ
デル修飾体から得られたターゲットペプチドが血漿試料解析においても利用可
能であることが示唆された。一方、Trp214酸化修飾ペプチドは、ヒドロキシラジ
カルを生じる化学的ストレスのマーカーとして利用可能であると考えられる。
今回酸化体が検出された Trp214はこれまで酸化を受けることは Trp の蛍光消失
により確認されていた[49]。本研究においては、蛍光検出の様な修飾の種類や修
飾部位に特異的な検出法ではなく MS を用いた網羅的修飾解析を行ったことに
より、他の修飾体と共に Trp 酸化を検出できた。このことから、本法を用いる
ことで、より効率的なバイオマーカー探索が可能であることが示唆された。 
以上の結果より、本解析法を用いて血中 HSAの網羅的化学修飾解析が可能で
あり、血中の化学修飾 HSAを検出可能であることを示した。今回の修飾体解析
では重点解析対象としたその他の修飾ペプチドは検出されなかった。しかし、
血中には他にも化学的ストレスの増大に伴って生成する修飾体が存在すると推
測されることから、今後の各種化学ストレス下にある対象者の血漿解析により
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新たな修飾HSAが検出される可能性もある。こうした検証により新たなバイオ
マーカーの発見に繋がれば、本手法の有用性が明示されるものと考える。 
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第五節 結語 
 
バイオマーカー探索の新たな方法論の確立を目的として、HSAを対象とした
網羅的な化学修飾解析に関する検討を行い以下の成果を得た。 
 まず、全ての化学修飾部位を解析可能にするため、MALDI-TOF/MS により
HSAの全配列をカバー可能な消化ペプチド群の検出方法を検討した。切断特性
の異なる酵素でそれぞれ消化した HSA を正イオン及び負イオン検出モードで
測定し、取得データを相互に補完することで、100%の配列カバー率を達成した。
また、解析対象とする HSA及びその修飾体を群特異的に血清試料から抽出する
ため、ポリクローナル抗体を用いた IAE 法を検討した。各種条件の最適化によ
り、簡便な操作で夾雑タンパク質を排除し、HSA及びモデル化学修飾体を同時
に回収可能な条件を確立した。 
次いで、各種の活性化学種を用いて、酸化、糖化、HNE、ニトロ化の各化学
修飾についてHSAの被修飾部位を解析した。それぞれの修飾に特徴的な質量シ
フトを示したペプチドを検出し、未報告の部位を含む複数の被修飾部位を特定
した。また、それぞれの修飾における被修飾部位が異なる傾向を示した。さら
に活性化学種の濃度を変化させることによって、修飾を受け易い部位を特定し
た。 
 最後に、本法を血漿試料に適用し、HSA上の網羅的修飾解析法としての有用
性を検証した。まず、血漿にモデル修飾 HSAを添加し、これらを検出可能であ
ることを示した。次いで、本法を健常人の血液試料に適用し、糖化並びに酸化
を検出し、これらの被修飾部位を特定した。これらから、本法を血中 HSAの網
羅的な化学修飾の解析に応用可能であることを示した。 
本研究において、血中 HSA上の網羅的な化学修飾解析の手法を確立した。本
手法に基づいたバイオマーカー探索の有用性を検証するためには、さらに多く
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の病態や症例を含めた実試料の解析が必要になると考えられる。しかし、従来
の血中プロテオミクスあるいは翻訳後修飾解析とは方向性を異にする本方法論
は、より効率的なバイオマーカー探索を可能にするものと期待される。 
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実験の部 
 
装置 
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF/MS) には、Shimadzu Co. (Kyoto, Japan) 製の
AXIMA Performance を用いた。データ処理には Kratos Analytical Ltd. (New 
York, NY, USA) 製の Shimadzu Biotech Launchpad Ver.2.9.3.20110624 を用
いた。pHメーターは、DKK-Toa Co. (Tokyo, Japan) 製の HM-25Gを用いた。
恒温水槽は、Tokyo Rikakikai Co., Ltd. (Tokyo, Japan) 製の振盪槽 SB-9並び
に同社のヒーターユニットNTT-1110 を用いた。恒温器は Isuzu Seisakusho Co. 
(Sanjo, Japan) 製の Incubator Himawariを用いた。 
 
試薬 
Human serum albumin (HSA)、ascorbic acid、endoproteinase Glu-C (V8)、
insulin chain B oxidized, bovine (Ins B) は、Sigma Aldrich, Inc. (St. Louis, 
MO, USA) から購入した。Vivapure Anti-HSA Kit は、Sartorius Stedim 
Biotech GmbH (Goettingen, Germany) から購入した。正常ヒト血漿は、Kohjin 
Bio Co., Ltd. (Tokyo, Japan) から購入した。Urea、glycine、hydrogen chloride 
(HCl)、ammonium bicarbonate (NH4HCO3)、hydrogen peroxide (H2O2)、
potassium dihydrogenphosphate (KH2PO4)、dipotassium hydrogenphosphate 
(K2HPO4)、D-glucose、toluene、dithiothreitol (DTT)、iodoacetamide (IAA)、
acetonitrile、tetrafluoroacetic acid (TFA)、sodium hydroxide (NaOH) は、
Nacalai Tesque, Inc. (Kyoto, Japan) から購入した。Sequencing grade 
modified trypsin は、Promega Co. (Madison, WI, USA) から購入した。
Adrenalcorticotropic hormone (ACTH) は、American Peptide Company, Inc. 
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(Sunnyvale, CA, USA) から購入した。Angiotensin (Ang) I、Ang IIは、Peptide 
Institute, Inc. (Minoh, Japan) から購入した。4-Hydroxy-2(E)-nonenal (HNE) 
は、Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, USA) から購入した。Sodium 
peroxynitrite (ONOONa) は、Dojindo Laboratories Co., Ltd. (Kamimashiki, 
Japan) から購入した。Copper(II) sulphate pentahydorate (CuSO4・5H2O) は、
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) から購入した。Bio-Rad 
Protein Assayは、Bio-Rad Laboratories, Inc. (Herciles, CA, USA) から購入し
た。ZipTip pippet tips with 0.6 µL C18 resin、AmiconUltra-0.5 centrifugal 
filter devices は、EMD Millipore Co. (Billerica, CA, USA) から購入した。
2,5-Dihydroxybenzoic acid (DHB)は、Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. 
(Tokyo, Japan) から購入した。Ethanolは、Yamaichi Chemical Industries Co., 
Ltd. (Tokyo, Japan) から購入した。超純水は EMD Millipore Co.製のMilliQ 
Integral 10 で精製したものを使用した。 
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第二節付属実験 
各種溶液及び緩衝液の調製 
12.5 mM, 50 mM NH4HCO3溶液、6.5 M urea溶液は、それぞれ超純水に溶
解して調製した。 
それぞれ超純水に溶解して調製した 100 mM glycine 水溶液及び 100 mM 
HClを混合して pH2.0に調整し、100 mM glycine/HCl buffer (pH2.0) とした。 
HSAを 20 mg量り取り、6.5 M urea溶液 500 µLに溶解し 40 µg/µL HSA溶
液とした。 
HSAを 0.5 mg 量り取り、6.5 M urea溶液 500 µLに溶解し HSA試料溶液と
した。 
 
HSAのイムノアフィニティー抽出 
HSA の捕捉は、Vivapure Anti-HSA Kit の使用法に沿って行った。抗 HSA
抗体固定化樹脂 400 µLに対してスピンカラム型フィルターを用いて 400×gで 2
分間遠心し、保存液を除いた。血漿または 40 µg/µL HSA溶液 20 µLを付属の
binding buffer 180 µL で希釈し、抗体固定化ゲルと混合し、懸濁状態を保つよ
う転倒混和を行いながら室温で 15分間インキュベートした後、400×gで 2分間
遠心した。洗浄のため、binding buffer 200 µL を加えて室温で 2分間転倒混和
した後 400×g で 2 分間遠心する操作を 2 回繰り返した。フィルターを予め 50 
mM NH4HCO3溶液 200 µL を入れた新しいチューブに移し替え、溶出のため
100 mM glycine/HCl buffer (pH2.0) 200 µL を加えて室温で 5分間転倒混和し
た。400×gで 2分間遠心して得られたろ液を HSA抽出液とした。 
 
HSA標品の酵素消化 
Sequence grade modified trypsin を付属の trypsin bufferに 0.5 µg/µL とな
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るよう溶解したものを、50 mM NH4HCO3溶液で 5倍希釈し、0.1 µg/µL trypsin
溶液とした。 
V8を超純水に 0.5 µg/µL となるよう溶解したものを、50 mM NH4HCO3溶液
で 5倍希釈し、0.1 µg/µL V8溶液とした。 
HSA試料溶液または HSA抽出液の 20 µLを取り、110 mM DTT/12.5 mM 
NH4HCO3溶液 2 µLをHSA溶液に加えた後、37℃で 1時間インキュベートし、
タンパク質中ジスルフィド結合の還元を行った。600 mM IAA/12.5 mM 
NH4HCO3溶液 2 µL を試料溶液に加えた後、37℃の暗所で 45 分間インキュベ
ートし、還元されたシステイン残基を保護するためのアルキル化を行った。110 
mM DTT/12.5 mM NH4HCO3溶液 20 µLを試料溶液に加えて未反応の IAAを
失活させた。その後、50 mM NH4HCO3溶液 56 µLを加えて試料溶液を希釈し
た。還元アルキル化後のHSA溶液各40 µLに0.1 µg/µL trypsinまたは0.1 µg/µL 
V8溶液各 4 µLを加えた後、37℃で 17時間インキュベートしてタンパク質消化
を行い、酵素消化済 HSA試料溶液とした。 
 
ZipTipC18による HSA標品酵素消化物の脱塩 
酵素消化済HSA試料溶液に対してZipTipC18 (0.6 µL) を用いて脱塩を行った。
ZipTipC18を acetonitrile 100 µLで浸潤化を行い、0.1% (v/v) TFA水溶液 100 µL
で平衡化を行った。その後、酵素消化済 HSA 試料溶液を ZipTipC18に通導し、
0.1% (v/v) TFA水溶液 50 µL で洗浄後、超純水／acetonitrile (25/75, v/v) 混液
20 µLで溶出し、脱塩済試料溶液とした。 
 
HSA標品酵素消化物のMALDI-TOF/MS 
 リン酸 (98%) を超純水に 2% (w/v) となるよう希釈し、リン酸水溶液とした。 
DHBは超純水／acetonitrile (50/50, v/v) 混液に 600 mMとなるよう溶解し、
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DHB溶液とした。 
質量較正用の内標準物質 (IS) として Ang II (m/z 1046.5423), Ang I (m/z 
1296.6853)、ACTH (18-39) (m/z 2465.1989)、Ins B (m/z 3494.6435)を、Ang II
と Ang Iは 1 µM、ACTH (18-39) は 2 µM、Ins Bは 4 µMとなるよう超純水に
溶解し、IS溶液とした。 
MALDIマトリクスはリン酸水溶液、DHB溶液、IS溶液を 2: 1: 1 (v/v/v) で
混合し、マトリクス溶液とした。 
脱塩済試料溶液 5 µLとマトリクス溶液 5 µLを混合し、その混合液 1 µLをプ
レート上に添加して風乾後、MALDI-TOF/MS装置に導入した。 
MALDI-TOF/MS の測定は正イオンモードと負イオンモードでそれぞれ行い、
測定条件は、正／負イオン検出モードとも、reflectron mode; Mass range, 
600-4000 Da; Laser, N2 laser (337 nm); Pulse width, 3 ns; Max laser repeat 
rate, 50 Hz; Profiles, 100 per sample; Shots, 2 accumulated per profile; Ion 
gate, blank, 600 Da; Pulsed extraction optimized at, 2800 Da に設定した。 
 
HSA標品のデータベース検索 
MALDI-TOF/MS での測定により得られたピークの内、シグナル-ノイズ比
(S/N) が 3 以上のモノアイソトピックピークを選択し、データベース解析に利
用した。解析はMatrix Science Inc. (Boston, MA, USA)の検索エンジンソフト
ウェアである Mascot (http://www.matrixscience.com/) の Peptide Mass 
Fingerprintを用いた。検索条件は、Database, SwissProt; Enzyme, trypsinま
たはV8-E; Missed cleavage, allow up to 2; Taxonomy, Homo sapiens (human); 
Protein mass, 66 kDa; Mass values, MH+またはM-H-, Monoisotopic; Fixed 
modifications, Carbamidomethyl (C); Variable modification, Oxidation (M), 
Glu-> PyroGlu (N-term E), Gln-> PyroGlu (N-term Q); Peptide tolerance, 
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±0.2 Da; Report Top: 5または 20 hitsに設定した。また、配列カバー率はアミ
ノ酸の数をもとに計算した。 
 
タンパク質定量 
それぞれ超純水で希釈した、5倍希釈 Bio-Rad Protein Assay 染色液 200 µL
と、10倍希釈 HSA抽出液 10 µLを 96 wellマイクロプレート内で混合し、5分
間室温でインキュベートした後波長 595 nm の吸光度を測定した。検量線は超
純水に溶解して調製した 1、0.5、0.1、0.05、0.01 µg/µL の HSA溶液を用いて
作成した。 
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第三節付属実験 
20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) の調製 
それぞれ超純水に溶解して調製した 20 mM K2HPO4 水溶液及び 20 mM 
KH2PO4 水溶液を混合して pH7.4 に調整し、20 mM potassium phosphate 
buffer (pH7.4) とした。 
 
過酸化水素による酸化修飾 HSA調製 
HSA 20 mgを20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 450 µLに溶解し、
20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) に溶解して調製した 1 Mまたは
10 mM H2O2を 50 µL 加え、37℃で 1時間インキュベートした。反応液をカッ
トオフ値 30 kDa の限外ろ過フィルターに移し、14,000×gで 12分間遠心して過
剰の反応試薬をろ過した後、新しいチューブにフィルターを逆さに置き、
1,000×gで 2分間遠心してフィルター上に残った約 50 µLのHSA濃縮液を回収
した。回収したHSA は 40 µg/µLとなるように 6.5 M urea溶液で希釈し、過酸
化水素による酸化修飾 HSAとした。 
 
銅／アスコルビン酸による酸化修飾 HSA調製 
HSA 20 mgを20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 450 µLに溶解し、
20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) に溶解して調製した 500 mM 
CuSO4・5H2O/200 mM ascorbic acid または 10 mM CuSO4・5H2O/20 mM 
ascorbic acid を 50 µL 加え、37℃で 1 時間インキュベートした。「第三節付属
実験 過酸化水素による酸化修飾 HSA 調製」と同様に限外ろ過して HSA を回
収し、40 µg/µLとなるように 6.5 M urea溶液で希釈し、銅／アスコルビン酸に
よる酸化修飾HSAとした。 
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糖化修飾HSA調製 
HSA 20 mg を 5 mM toluene/20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 
450 µL に溶解し、5 mM toluene/20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 
に溶解して調製した 2 Mまたは 5 mM D-glucoseを 50 µL加え、37℃で 28日間
インキュベートした。「第三節付属実験 過酸化水素による酸化修飾 HSA調製」
と同様に限外ろ過して HSAを回収し、40 µg/µL となるように 6.5 M urea溶液
で希釈し、糖化修飾 HSAとした。 
 
HNE修飾 HSA調製 
HSA 20 mgを20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 450 µLに溶解し、
ethanolに溶解して調製した 30 mMまたは 5 mM HNEを 50 µL加え、37℃で
2時間インキュベートした。「第三節付属実験 過酸化水素による酸化修飾 HSA
調製」と同様に限外ろ過して HSAを回収し、40 µg/µL となるように 6.5 M urea
溶液で希釈し、HNE修飾 HSAとした。 
 
ニトロ化修飾HSA調製 
HSA 20 mgを20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 450 µLに溶解し、
0.1 M NaOHに溶解して調製した 657 mM ONOONa を 50 µL 加え、直ちに攪
拌しながら室温で 1分間インキュベートした。「第三節付属実験 過酸化水素に
よる酸化修飾HSA調製」と同様に限外ろ過して HSAを回収し、40 µg/µL とな
るように 6.5 M urea水溶液で希釈し、ニトロ化修飾 HSAとした。 
 
モデル修飾体添加血漿試料中 HSAのイムノアフィニティー抽出 
「第二節付属実験 HSAのイムノアフィニティー抽出」と同様に、HSAの捕
捉は、Vivapure Anti-HSA Kitの使用法に沿って行った。抗 HSA 抗体固定化樹
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脂400 µLに対してスピンカラム型フィルターを用いて400×gで2分間遠心し、
保存液を除いた。40 µg/µL 修飾 HSA溶液 20 µL、または血漿と 40 µg/µL 修飾
HSA溶液各 10 µL を付属の binding buffer 180 µL で希釈し、抗体固定化ゲル
と混合し、懸濁状態を保つよう転倒混和を行いながら室温で 15分間インキュベ
ートした後、400×gで 2分間遠心した。洗浄のため、binding buffer 200 µL を
加えて室温で 2分間転倒混和した後 400×gで 2分間遠心する操作を 2回繰り返
した。フィルターを予め 50 mM NH4HCO3溶液 200 µLを入れた新しいチュー
ブに移し替え、溶出のため 100 mM glycine/HCl buffer (pH2.0) 200 µL を加え
て室温で 5分間転倒混和した。400×gで 2分間遠心して得られたろ液を HSA抽
出液とした。 
 
モデル修飾体の酵素消化 
40 µg/µL修飾 HSA溶液を 6.5 M urea溶液で 40倍希釈し、修飾HSA試料溶
液とした。 
「第二節付属実験 HSA 標品の酵素消化」と同様に、修飾 HSA 試料溶液ま
たはHSA抽出液の 20 µLを取り、110 mM DTT/12.5 mM NH4HCO3溶液 2 µL
をHSA溶液に加えた後、37℃で 1時間インキュベートし、タンパク質中ジスル
フィド結合の還元を行った。600 mM IAA/12.5 mM NH4HCO3溶液 2 µLを試
料溶液に加えた後、37℃の暗所で 45分間インキュベートし、還元されたシステ
イン残基を保護するためのアルキル化を行った。110 mM DTT/12.5 mM 
NH4HCO3溶液20 µLを試料溶液に加えて未反応の IAAを失活させた。その後、
50 mM NH4HCO3溶液 56 µLを加えて試料溶液を希釈した。還元アルキル化後
のHSA溶液各 40 µLに 0.1 µg/µL trypsinまたは 0.1 µg/µL V8溶液各 4 µLを
加えた後、37℃で 17時間インキュベートしてタンパク質消化を行い、酵素消化
済HSA試料溶液とした。 
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モデル修飾体酵素消化物の脱塩 
「第二節付属実験 HSA 酵素消化物の脱塩」と同様に、酵素消化済 HSA 試
料溶液に対して ZipTipC18 (0.6 µL) を用いて脱塩を行った。ZipTipC18 を
acetonitrile 100 µL で浸潤化を行い、0.1% (v/v) TFA水溶液 100 µL で平衡化を
行った。その後、酵素消化済HSA試料溶液をZipTipC18に通導し、0.1% (v/v) TFA
水溶液50 µLで洗浄後、超純水／acetonitrile (25/75, v/v) 混液20 µLで溶出し、
脱塩済試料溶液とした。 
 
モデル修飾体酵素消化物のMALDI-TOF/MS 
MALDIマトリクスは「第二節付属実験 HSA酵素消化物のMALDI-TOF/MS」
と同様に、リン酸水溶液、DHB溶液、IS溶液を 2: 1: 1 (v/v/v) で混合し、マト
リクス溶液とした。 
脱塩済試料溶液 5 µLとマトリクス溶液 5 µLを混合し、その混合液 1 µLをプ
レート上に添加して風乾後、MALDI-TOF/MS装置に導入した。 
MALDI-TOF/MS の測定は正イオンモードと負イオンモードでそれぞれ行い、
測定条件は、正／負イオン検出モードとも、reflectron mode; Mass range, 
600-4000 Da; Laser, N2 laser (337 nm); Pulse width, 3 ns; Max laser repeat 
rate, 50 Hz; Profiles, 100 per sample; Shots, 2 accumulated per profile; Ion 
gate, blank, 600 Da; Pulsed extraction optimized at, 2800 Daに設定した。 
 
モデル修飾体酵素消化物のデータベース検索 
MALDI-TOF/MS での測定により得られたピークの内、S/N が 3 以上のモノ
アイソトピックピークを選択し、データベース解析に利用した。解析はMatrix 
Science社の検索エンジンであるMascotのPeptide Mass Fingerprintを用いた。
検索条件は、Database, SwissProt; Enzyme, trypsin または V8-E; Missed 
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cleavage, allow up to 2; Taxonomy, Homo sapiens (human); Protein mass, 66 
kDa; Mass values, MH+または M-H-, Monoisotopic; Fixed modifications, 
Carbamidomethyl (C); Variable modification, Oxidation (M) , Glu-> PyroGlu 
(N-term E), Gln-> PyroGlu (N-term Q)及び、Oxidation (H, W), Hex (K, R), 
HNE (K, C, H), HNE-Delta, H2O (K, C, H), Nitro (Y)の内モデル修飾体に適し
たものを選択; Peptide tolerance, ±0.2 Da; Report top, 5 hitsに設定した。 
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第四節付属実験 
血漿試料中HSAのイムノアフィニティー抽出 
「第二節付属実験 HSAのイムノアフィニティー抽出」と同様に、HSAの捕
捉は、Vivapure Anti-HSA Kitの使用法に沿って行った。抗 HSA 抗体固定化樹
脂400 µLに対してスピンカラム型フィルターを用いて400×gで2分間遠心し、
保存液を除いた。正常ヒト血漿 20 µLを付属の binding buffer 180 µLで希釈し、
抗体固定化ゲルと混合し、懸濁状態を保つよう転倒混和を行いながら室温で 15
分間インキュベートした後、400×g で 2 分間遠心した。洗浄のため、binding 
buffer 200 µLを加えて室温で 2分間転倒混和した後 400×gで 2分間遠心する操
作を 2回繰り返した。フィルターを予め 50 mM NH4HCO3溶液 200 µLを入れ
た新しいチューブに移し替え、溶出のため 100 mM glycine/HCl buffer (pH2.0) 
200 µLを加えて室温で 5分間転倒混和した。400×gで 2分間遠心して得られた
ろ液をHSA抽出液とした。 
 
血漿抽出HSAの酵素消化 
検出可能な修飾率の検討においては、「第三節付属実験 過酸化水素による酸
化修飾HSA調製」に従って 1 mM H2O2を用いて調製し、6.5 M urea 溶液で希
釈した 1 µg/µL酸化修飾 HSAの試料溶液を、「第二節付属実験 HSA標品の酵
素消化」と同様に調製した 1 µg/µL HSA溶液それぞれ 1、9、49、99、199、299、
499、999当量と混合し、修飾 HSA試料溶液とした。 
「第二節付属実験 HSA標品の酵素消化」と同様に、血中 HSA抽出液の 20 
µLを取り、110 mM DTT/12.5 mM NH4HCO3溶液 2 µLを HSA溶液に加えた
後、37℃で 1 時間インキュベートし、タンパク質中ジスルフィド結合の還元を
行った。600 mM IAA/12.5 mM NH4HCO3溶液 2 µLを試料溶液に加えた後、
37℃の暗所で 45分間インキュベートし、還元されたシステイン残基を保護する
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ためのアルキル化を行った。110 mM DTT/12.5 mM NH4HCO3溶液 20 µLを試
料溶液に加えて未反応の IAA を失活させた。その後、50 mM NH4HCO3溶液
56 µLを加えて試料溶液を希釈した。還元アルキル化後の HSA溶液各 40 µLに
0.1 µg/µL trypsinまたは 0.1 µg/µL V8溶液各 4 µLを加えた後、37℃で 17時間
インキュベートしてタンパク質消化を行い、酵素消化済 HSA 試料溶液とした。 
 
血漿抽出HSA酵素消化物の脱塩 
「第二節付属実験 HSA 酵素消化物の脱塩」と同様に、酵素消化済 HSA 試
料溶液に対して ZipTipC18 (0.6 µL) を用いて脱塩を行った。ZipTipC18 を
acetonitrile 100 µL で浸潤化を行い、0.1% (v/v) TFA水溶液 100 µL で平衡化を
行った。その後、酵素消化済HSA試料溶液をZipTipC18に通導し、0.1% (v/v) TFA
水溶液50 µLで洗浄後、超純水／acetonitrile (25/75, v/v) 混液20 µLで溶出し、
脱塩済試料溶液とした。 
 
血漿抽出HSA酵素消化物のMALDI-TOF/MS 
MALDIマトリクスは「第二節付属実験 HSA酵素消化物のMALDI-TOF/MS」
と同様に、リン酸水溶液、DHB溶液、IS溶液を 2: 1: 1 (v/v/v) で混合し、マト
リクス溶液とした。 
脱塩済試料溶液 5 µLとマトリクス溶液 5 µLを混合し、その混合液 1 µLをプ
レート上に添加して風乾後、MALDI-TOF/MS装置に導入した。 
MALDI-TOF/MS の測定は正イオンモードと負イオンモードでそれぞれ行い、
測定条件は、正／負イオン検出モードとも、reflectron mode; Mass range, 
600-4000 Da; Laser, N2 laser (337 nm); Pulse width, 3 ns; Max laser repeat 
rate, 50 Hz; Profiles, 100 per sample; Shots, 2 accumulated per profile; Ion 
gate, blank, 600 Da; Pulsed extraction optimized at, 2800 Da に設定した。 
 54 
血漿抽出HSA酵素消化物のデータベース検索 
MALDI-TOF/MS での測定により得られたピークの内、S/N が 3 以上のモノ
アイソトピックピークを選択し、データベース解析に利用した。解析はMatrix 
Science社の検索エンジンであるMascotのPeptide Mass Fingerprintを用いた。
検索条件は、Database, SwissProt; Enzyme, trypsin,または V8-E; Missed 
cleavage, allow up to 2; Taxonomy, Homo sapiens (human); Protein mass, 66 
kDa; Mass values, MH+または M-H-, Monoisotopic; Fixed modifications, 
Carbamidomethyl (C); Variable modification, Oxidation (M, H, W), Glu-> 
PyroGlu (N-term E), Gln-> PyroGlu (N-term Q), Hex (K, R), HNE (K, C, H), 
HNE-Delta, H2O (K, C, H), Nitro (Y); Peptide tolerance, ±0.2 Da; Report top, 
5 hitsに設定した。 
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